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ABSTRAKT

Bakalaiska prace se zabyva ucinky 1é¢iv z hlediska vyskytu genovych polymorfismi
Clovéka. Cilem je charakterizovat védni obor farmakogenomiku, jednonukleotidové
polymorfismy a metody jejich vyhledavani, podat informace o Alzheimerové chorobé,
vyhledat 1é¢iva urena k 1é€b¢€ této nemoci, porovnat jejich UCinky, popsat signalni

dréhy, provést ADMET profiling téchto léCiv a vyhodnotit ziskana data.

KLICOVA SLOVA

Alzheimerova choroba, ADMET, farmakogenomika, jednonukleotidovy
polymorfismus, SNP

ABSTRACT

This bachelor thesis is dealing with topic of effects of medicine from the viewpoint of
the genetic polymorphism occurrence in human being. The main targets of my bachelor
thesis include describing the pharmacogenomics as a scientific branch, single nucleotide
polymorphisms and methods of their searching, providing information about
Alzheimer’s disease, looking up the medicine for the treatment of this disease,
comparing their effects, describing pathways and realizing ADMET profiling of these
drugs and evaluating data.

KEYWORDS

Alzheimer’s disease, ADMET, pharmacogenomics, single nucleotide polymorphism,
SNP
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UvVOD

S rozvojem metod, mapujicich vyskyt jednonukleotidovych polymorfismi v genu
Clovéka, se vyvinuly také védni obory a oblasti vyzkumu, které se zabyvaji ulinky
podanych léki z hlediska vyskytu téchto polymorfismii. Na podané 1é¢ivo se nemusi
projevit zaddnd odezva organismu, mohou se vSak objevit projevy negativni az
nebezpecné. Témto problémim se nyni snazi védci a farmaceutické spole¢nosti piedejit
a existuje Sance, ze by Vbudoucnu bylo lidem podavano Ié¢ivo $ité na miru jejich
genotypu. K predikci ucinkti 1é¢iv jsou vyuzivany modely ADME, slouzici k odhadu
farmakokinetickych vlastnosti molekul, které nastavaji po jejich podani. Kromé téchto

procesl se zkoumaji také toxické vlastnosti léCiv.

Préace je rozdélena do Ctyr zékladnich kapitol. V prvni Casti je charakterizovan
védni obor farmakogenomika a jsou popsany zakladni metody vyhledavani
jednonukleotidovych polymorfismi. Druha cast prace je veénovana vybranému
onemocnéni — Alzheimerové chorobé. Zde je uvedena obecna charakteristika
onemocnéni, geneticka podstata, diagnostika a 1é¢ba. Dalsi kapitola je zaméfena na
nejCastéji pouzivand 1éCiva k 1€cb¢ této choroby, jejich ucinky v organismu, signdlni
drahy a také ptiklady mutaci, které jsou pti¢inou rozdilné odpovédi na podany I€k.
Prakticka cast se zabyva ADMET profilingem vybranych [éCiv a statistickym

vyhodnocenim ziskanych dat.



1 VYZNAM FARMAKOGENOMIKY A
TEORIE MAPOVANI
JEDNONUKLEOTIDOVYCH
POLYMORFISMU

1.1 Farmakogenomika

Zakladni metodologie

Farmakogenomika je v&€dni obor zabyvajici se vztahem mezi genetickou informaci a

. . r 17 ’ ro1nxs 1
individualni reakci na podané 1é¢ivo™ [1].

Vychazi z ptedpokladu, Zze rozdily v odpovédi na podani 1éku mezi jednotlivci
mohou byt predikovany na zaklad¢ jejich genetického uzpisobeni, neboli profilu,
konkrétn¢ pritomnosti urcitého genetického polymorfismu [1][4]. Na zéaklad¢ tohoto
zjisténi je poté mozno vybrat individudlni 1é&ivo ,,§ité na miru® genotypu® jedince [4].
Timto vybérem bude mozné piedem urcit pacienty, pro které bude 1é¢ba ucinna, a
naopak také ty, pro které bude lécba neefektivni ¢i dokonce rizikova s nezadoucimi
ucinky [1].

Vyhody a nevyhody
Jednou ze zakladnich vyhod této discipliny je jiz vySe zminény fakt, ze 1ékafi budou
moci piedem urcit, ktery typ 1léku bude mit pro konkrétniho pacienta nejvétsi
terapeuticky pfinos a naopak jaky typ 1éku by u n€j mohl vyvolat negativni uéinky [4].

Bude tedy realné zvolit jakousi nejefektivnéjsi a nejbezpecnéjsi cestu 1éCby.

Studium farmakogenomiky dale pfispiva farmaceutickym spole¢nostem K vyvoji
lé¢iv, ktera budou ucinngj§i s menSim mnozstvim neZzadoucich ucinku [4].
Farmakogenomika mtize také pfispét k navratu léciva, které bylo b&hem klinickych
studii stazeno z divodu negativnich reakci na testovanych jedincich [4]. V tomto
ptipadé bychom také dle jejich genetické charakteristiky mohli zpétné€ urcit, co mohlo

byt divodem nezadoucich reakci a nasledného stazeni 1éciva.

! substance, kterd svymi fyzikalnimi nebo chemickymi G&inky vyvolava piiznivé zmény biologickych
funkci organismu
? souhrn viech dédi¢nych vloh jedince ulozeny v genech



Farmakogenomika je limitovana identifikaci vyznamnych genetickych
polymorfismi [4]. Variabilita 1ékové odpovédi neni obvykle dana variabilitou jen
jednoho genu, ale variabilitou vice gend, pfiCemz kazdy gen obsahuje mnoho
polymorfismil, které mohou ovlivnit metabolismus 1éka a které musi byt odhaleny pted
vyvojem daného 1é¢iva [4]. Kviili této slozitosti lidského genomu nastava dlouha ¢asova

prodleva pfi hledani téchto vyznamnych informaci.

Dalsi nevyhodou muze byt existence negenetickych faktort (vek, vyziva,
pritomnost inhibitort a induktorit), na které nemusi byt ur€ovany genotyp citlivy, avSak
interakce 1é¢iv s témito vnejSimi faktory mohou lékovou odpoveéd’ pacienta ovlivnit.
Samotné urceni genotypu tedy nemusi stacit k nalezeni vhodného, uUCinného a

bezpecného 1é¢iva [3][4].

VIiv na farmakokinetiku

Farmakokinetika se zabyva procesy, které modifikuji prubéh koncentrace lé¢iva
Vv organismu, tedy tim, jak organismus Ié¢ivo zpracovava [1].

Pro léiva, jejichz biotransformace®

probihd oxidacni pfeménou, jsou
nejvyznamnéjsi enzymy cytochromu P450 [1]. Individualni rozdily ve vyskytu tohoto
enzymu jsou zpusobeny pritomnosti genetického polymorfismu, jehoz studii

v souvislosti s ucinky 1é¢iv na organismus se zabyva pravé farmakogenomika [1][3].

V soucasné dob¢ existuje pies 200 druhti izoenzymu cytochromu P450, které se
podileji na biotransformaci latek. Izoenzymy CYP2D6 a CYP3A4 patti pro 1ékovy
metabolismus mezi nejvyznamnéjsi a jejich aktivita je ovlivnéna praveé pritomnosti
genetického polymorfismu [26]. Napiiklad snizena aktivita enzymu CYP2D6 muze
vyznamn¢ redukovat ucinky léCiva a naopak zvySenad aktivita tohoto enzymu
v souvislosti s nékterymi 1é¢ivy miiZze vyvolat nebezpecné stavy (intoxikace morfinem)
[26].

Farmakogenomika patfi mezi kli€ové obory pro farmakokinetiku, nebot
umoziuje vyuzivat nové znalosti pro pfesn¢j$i individualizaci davkovani léCiva

v v

k dosazeni co nejucinnéjsi a nejbezpecnéjsi farmakoterapie [3].

} premeéna struktury latky ptisobenim organismu



1.2  Teorie mapovani jednonukleotidovych polymorfismii

1.2.1 Obecna charakteristika jednonukleotidovych polymorfismu

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) patii mezi nejcastéji nalézané genetické zmény
v lidské populaci. Reprezentuji zménu v jednom nukleotidu® v sekvenci DNA (Obr. 1).
Jednim ze zptsobid jejich oznafeni je pomoci rsID neboli referen¢niho SNP ID,
pridéleného NCBI (Obr. 1). Jedna se o jedine¢ny identifikator, ktery vSak neznaci
piesnou pozici, muze totiz identifikovat jednu nebo vice pozic v sekvenci - v piipad¢, ze
se v dané oblasti vyskytuje opakované [47].

Tab. 1: Piehled nukleotidt tvoficich molekulu DNA

purinové baze adenin (A) guanin (G)

pyrimidinové baze cytosin (C) thymin (T)

SNP vznikaji nasledkem bodovych mutaci, které mohou mit povahu transice
- zadména purinoveé baze za purinovou nebo pyrimidinové za pyrimidinovou (pi. A—G),
transverze - zaména purinové baze za pyrimidinovou nebo pyrimidinové za purinovou
(pt. A—T), inzerce - piidani nukleotidu (pt. —A) ¢i delece - vypadnuti nukleotidu (pf.
A— ).

Vyskytuji se ptiblizné€ po kazdych 300 nukleotidech, z ¢ehoZ vyplyva, Ze je jich
v lidském genomu okolo 10 milionit (genom obsahuje ptiblizné¢ 3 000 000 000
nukleotidu)[8].

Geneticky koéd je degenerovany, coZz znamena, ze muze byt jedna
aminokyselina® kodovéana vice kodony (napf. aminokyselinu cystein koduji kodony
UGU a UGC) (Tab. 3).

Dle efektu pak mizeme rozliSit SNP na synonymni a nesynonymni. Synonymni
SNP neméni smysl kodujiciho fetézce - dochazi sice k substituci nukleotidu, av§ak dana
trojice nukleotidli koduje stale stejnou aminokyselinu, proto nedochdzi ke zméné ve

struktufe a funkci vysledného proteinu [8][9].

* podjednotky tvofici fetézec DNA
® zékladni stavebni slozka proteinti, kodovana trojici nukleotidii




Nesynonymni mutace naopak méni smysl kédujiciho fetézce, dochazi tedy ke
ztraté funkce ¢i ke zméné funkce proteinu [8][9].

NC_024460,1; 10M..10M (109bp) = | Find: ol @By | - b + 4Tk

3,760 |1.343. 798 [te.343, 200 1,243,518 18,343,820 [k r=129012993 & XL 1

5

Genes, NCBI Zea mays Annctaticn Eelease 100

Obr. 1: Piiklad substituce nukleotidl typu transverze - pievzato z [48]

1.2.2 Metody mapovani SNPs

Mapovani SNPs zahrnuje metody, které vyuzivame k detekci zmén ve struktuie DNA.

Patfi mezi n€ napiiklad polymerdzova ftetézova reakce (PCR), metoda

polymorfismu délky restrikénich fragmenti (PCR-RFLP), DNA ¢ipy a sekvenovani.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je biochemickad metoda, ktera se vyuziva k amplifikaci (zmnozeni) useku DNA za
pouziti DNA polymeréazy®, vysledny produkt se hromadi geometrickou fadou [5][11]
(Obr. 2).

Samotna reakce je zaloZzena na schopnosti DNA polymerazy syntetizovat
komplementarni vlakno podle templatu’ jednovldknové DNA a to tak, Ze ptidava nové
nukleotidy k existujicimu useku druhého vlakna [5][11]. Templatova vlakna vznikaji
denaturaci ptivodni dvouvldknové DNA. K oznaceni mist, odkud ma polymeraza zacit
komplementarni vlakno syntetizovat, jsou zapotiebi dva odlisné primerys, které dosedaji
na komplementarni sekvence ve dvou templatovych vlaknech a za vhodnych teplotnich
podminek vytvari vodikové mistky se sekvenci komplementarniho vlakna
(hybridizace), pti reakci dochazi k prodluzovani primeru na 3¢ konci (extenze
primeru)[11]. V prvnim cyklu vznikaji kopie dvé, v dalsim cyklu ¢tyfi a pokradovanim

muzeme vytvofit az miliony kopii useku DNA [11].

® enzym pfidavajici nukleotidy do nové vznikajiciho fetézce DNA
’ namnozen4, jednovlaknové DNA
8 kratky fragment DNA, ktery se napoji na templat, slouzi jako kotva pro pfipojovani nukleotidii



Reakce PCR ma Siroké spektrum vyuziti. Pouziva se pfi identifikaci dédicnych
chorob, diagnostice infekénich nemoci, vnaseni mutaci do vzorku a dal$ich. NamnoZeni

useku DNA dale vyuzivaji biotechnologické metody, napt. sekvenovani DNA [5].

Sy ll'ul /
puvodni DNA 5 3 5 3 ~ “ \
* T — mrrrTrm ¥
& v sl'""""r 72 = : 3 H5 " iR -
o o o $" 3
3 s N\, 3/ f— g :
» & PibbALLE s % Tt
» & t{ » ’ ’ \‘ lmulu 5 Imuul / Ry
_ . 3 5 3 5
nume‘otid DNA primer \ - /
[RERER]
\‘

@ Denaturace p¥i 94-96°C
©) Chlazeni na teplotu asi 68°C
@) Elongace p¥i 72°C

Obr. 2: Pribéh polymerazové fetézové reakce - upraveno z [37]

Metoda PCR-RFLP

Zakladem metody polymorfismu délky restrikénich fragmentti ve spojeni s PCR je
Stépeni namnozené genomové DNA restrikénimi endonukleazami, ¢imz vznikne
mnozstvi fragmentt, které jsou poté elektroforézou v agar6zovém gelu rozdéleny podle
velikosti [5].

Reakéni smés pro Stépeni PCR produktu se skladd z pufru pro restrikcni
endonukleazu, enzymu restrikéni endonukleazy a destilované vody [5].
Pti inkubaci dochazi k enzymatickému Stépeni specifickych mist sekvence DNA, které
rozpoznava dany enzym. Doba inkubace je asi 2 hodiny a teplota kolem 37 °C [5]. Po
inkubaci se do pripravenych jamek v gelu pipetou nanese vzorek a elektroforeticka vana
se zapoji ke zdroji. Doba trvani elektroforézy zavisi na velikosti fragmentu a mnoZzstvi

gelu, zpravidla vsak ¢ini kolem 45 min [5]. Nakonec se provede vizualizace fragment.

Tato metoda ma celou fadu vyuziti, jednou z moznosti je prave identifikace genti

zodpovédnych za ur¢ita onemocnéni [5].
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DNA ¢ipy (microarrays)

Tato metoda slouzi k detekci sekvence DNA ze vzorku. Zjistujeme, které geny jsou
v daném vzorku za urCitych podminek aktivni a které ne. Vyhodou oproti jinym
metoddm je, ze mizeme v jednom pokusu detekovat velké mnozstvi riznych DNA

sekvenci [7].

Microarray se skladd zpole tisich mikroskopickych bodi s useky
oligonukleotidi, kde kazdy obsahuje malé¢ mnozstvi specifické DNA sekvence.
U standardnich microarrayi jsou sondy (oligonukleotidy) navazany kovalentni vazbou
na chemickou matrici (polyakrylamid) na pevném podkladu (sklo) [11]. Molekuly
vzorku po kontaktu s DNA c¢ipem hybridizuji s komplementarnimi molekulami
prichycenymi na desti¢ce [11]. Po omyti zlstanou v Cipu kovalentni vazbou pevné
ptichycené sondy k jeho povrchu a na sondach ptichycené molekuly. Molekuly vzorku,
které nebyly pfichycené na sondach dostatetnym poctem vodikovych mustkd, tedy

nebyly dostatecné sekvencné podobné, jsou odplaveny [7].

Vysledek hybridizace vyhodnocujeme pomoci laserového skeneru, podle
intenzity vyzafeného svétla lze urcit pocet pritomnych komplementarnich molekul ve
vzorku [7].

DNA ¢ipy jsou vyuzivany napiiklad k detekci jednonukleotidovych

polymorfismi, ke zjisténi zmén v expresi genl nebo také ke genotypizaci9 [7].

Sekvenovani

Sekvenovani DNA je metodou, pomoci které ziskavame posloupnosti nukleotidt
v sekvencich DNA [22].

Existuji dvé metody. Prvni znich, tzv. Maxamova-Gilbertova metoda, je
zalozena na ¢aste¢né chemické modifikaci nukleotidti a nasledném S$tépeni [22]. Dnes
uz se vSak tato metoda vyuziva jen zfidka. Druhd, tzv. Sangerova metoda, vyuziva

ihibice enzymatické syntézy DNA a je stale pouzivanou metodou [22] (Obr. 3).

Zakladnim krokem sekvenace podle Sangerovy metody je replikace DNA, tedy

vznik nového komplementarniho vlakna podle vlakna templatového [11].

Sekvenace zacind denaturaci (zahtdtim na 94 °C) velkého mmnozstvi kopii

dvouvlaknové DNA do jednovlaknovych [11]. Poté se vybrana sekvence vlozi do

9 v , . .
urceni genotypu jedince
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reakéni smési, kterou tvoii DNA polymerdza, radioaktivné oznaleny primer, pufr,
deoxyribonukleotidtrifosfaty a dideoxyribonukleotidtrifosfaty [11].

Deoxyribonukleotidtrifosfaty za ptitomnosti polymerdzy dopliuji primer a
formuji tak DNA fetézec [11]. Pokud DNA polymeraza zacleni dideoxynukleotid do
narUstajictho fetézce namisto deoxynukleotidli, nemtze byt piipojen zddny dalsi
nukleotid a syntéza je ukonCena [11].VSechny dosavadni vzniklé rizné dlouhé
oligonukleotidy budou koncit jednim typem nukleotidu (napt. pokud dojde k zastaveni
syntézy diky ddATP, budou koncit adeninem) [11].

Pokud nechame reakci probéhnout s ddATP,ddCTP,ddGTP a ddTTP, dostaneme
4 smési oligonukleotidl, kdy v kazdé smési budou koncit oligonukleotidy ptislusnou
bazi [11].

Klasicka metoda vyhodnoceni spociva v provedeni elektroforézy, kdy jsou
Vv gelu vytvoreny Ctyfi drahy pro kazdou z oligonukleotidové smési [11]. Diky rozdilné
délce doputuje kazda z nich rtzné daleko a jejich naslednym porovnanim muizeme
snadno zjistit, jak za sebou nasledovaly nukleové baze ve zkoumané sekvenci DNA
[11].

Obr. 3: Princip Sangerovy metody - upraveno z [35]
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2 ALZHEIMEROVA CHOROBA

2.1 Obecna charakteristika onemocnéni

Alzheimerova choroba byla poprvé popsana v roce 1907 némeckym Iékafem Aloisem
Alzheimerem. Diive byla povazovana za velmi vzacnou, dnes se jiz jeji vyskyt rozrostl

a postihuje nékolik desitek miliont lidi po celém svéte.

Patfi mezi jednu z nejCastéjSich neurodegenerativnich poruch. Je zpilsobena
IS v r s o 1 sy =11 7 S
odumiranim bunék v mozkové hemisfére 0, dochazi k atrofii™™ mozkové tkané a

postupnému rozpadu nervovych vlaken a bunék [33].

Poskozeni a zéanik nervovych bunék je zpisoben ukladanim patologickych
proteinti, zejména beta-amyloidu, v podob& amyloidovych™ plaké v mozkové tkani -
Vv jejich okoli poté vznika sterilni zanét [33]. Z divodu této zanétlivé reakce se uvolnuji
cytokininy® a volné kyslikové radikaly', které zpusobuji daldi neurodegenerativni
zmény — peroxiduji lipidy buné&né membrany neuronti™ a tim zptisobuji jejich zanik.
Mozkova tkan ubyva, atrofuje [33] (Obr. 4).

Obr. 4: Zdrava mozkova tkan vs. tkan postizena chorobou - pievzato z [15]

10 - ,
parova struktura mozku
" zmenseni organu v disledku Ubytku jeho bunék
12 bilkovina, kterd se uklada pfi chorobnych stavech v mezibunécénych prostorach
B latky bilkovinné povahy
14 . , , , .
vysoce reaktivni molekuly schopné samostatné existence
> nervova bufika, jednotka nervové tkané
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Onemocnéni ma také vliv na latkovou cinnost mozku. Zpisobuje napiiklad
, . 16 : ’ r IR r
ubytek neurotransmiteru™ acetylcholinu, pomoci kterého vznikaji nervové vzruchy,

glutamatu, ktery vzruchy prenasi, ale také hormonu serotoninu a noradrenalinu [33].

2.2 Pri€iny vzniku nemoci

Ptesné pticiny vzniku choroby dosud nejsou znamy, je vSak evidentni, Ze je zplisobena

pusobenim riznych faktort.

Prvnim z dalezitych faktort, které ovliviiuji vznik onemocnéni, je vek. Je
prokazano, Ze u lidi starSich 85 let trpi chorobou kazdy paty. Naopak pod 60. rok zivota
se choroba vyskytuje spiSe vzacné [33]. Dalsim faktorem je pohlavi, v obdobi senilia se
vyskytuje u zen dvakrat castéji nez u muzi. V mlad$im véku je rozlozeni vyskytu
onemocnéni pro obé pohlavi rovnomérné [1].Vyskyt Alzheimerovy choroby vyznamné
ovliviyji také genetické predpoklady (viz kap. 2.3). Dle studii je také prokazano, ze

rwr

koufeni a dlouhodoba konzumace alkoholu pfinasi vétsi riziko vzniku onemocnéni [33].

2.3  Geneticka podstata onemocnéni

Mrw e

zménami v jednom ¢i vice specifickych genech [23]. Jestlize dit¢ zdédi po svych
rodi¢ich genetické mutace, které jsou jistou pfi¢inou vzniku onemocnéni, je velka
pravdépodobnost, Ze také onemocni [23]. Alzheimerova choroba je ptikladem nemoci,

ktera vznika praveé z divodu vrozenych genetickych zmén.

V nékterych ptipadech mize hrat roli pfi vzniku nemoci varianta genu. Cast&ji
ma vsak tento faktor vliv na zvySeni ¢i sniZeni rizika rozvoje nemoci [23]. Jestlize
varianta genu zvySuje riziko nemoci, ale nezavinuje piimo jeji vznik, mluvime o
genetickém rizikovém faktoru [23]. Identifikace genetickych variant muze pomoci
objevit nejvice efektivni cestu 1é€by nemoci nebo piedchazet jejimu vzniku u
konkrétniho jedince.

Existuji dva typy Alzheimerovy choroby, které maji geneticky predpoklad —

S ¢asnym nastupem a pozdnim nastupem [23].

16 . sz T T v , v v s v o
chemicka latka vznikajici pfirozené v nervové soustavé, slouzici k prenosu vzruch
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Alzheimerova choroba s ¢asnym nastupem

Tento druh choroby postihuje populaci mezi 30. a 60. rokem Zivota a reprezentuje méné
nez 5 % vSech nemocnych touto chorobou. Mnoho piipadi je zavinéno dédi¢nou
zménou Vv jednom ze tii genl, kdy poté oznaCujeme tento typ choroby s Casnym
nastupem jako FAD — familiarni Alzheimerova choroba [23]. V ostatnich ptipadech

dochazi k rozvoji nemoci bez konkrétnich znamych pficin.

Dité, jehoz matka nebo otec nesou genetickou mutaci pro FAD, ma 50% Sanci,
7e tuto mutaci také ponese [23]. Dojde-li k tomuto pienosu mutace na dité, je u néj

vysoka pravdépodobnost rozvoje onemocnéni [23].

FAD s ¢asnym nastupem je zapfi¢inéna nékterou z rliznych mutaci genu na
Mutace na chromosomu 21 zpuasobuji vznik amyloidniho prekurzorového proteinu
(APP), na chromosomu 14 vznik abnormdlniho presenilinu 1 a mutace na chromosomu
1 vedou ke vzniku presenilinu 2 [23]. Kazda z téchto mutaci hraje dilezitou roli pii
ubytku APP, proteinu, jehoz funkce neni zcela znama [23]. Béhem tohoto procesu se
poté vytvari Skodlivé formy amyloidovych plakl charakteristickych pro Alzheimerovu
chorobu.

Alzheimerova choroba s pozdnim nastupem

VétSina nemocnych Alzheimerovou chorobou je postizena timto typem choroby, kdy se
objevuji pfiznaky kolem 60. roku zivota [23]. Pfi¢iny vzniku nemoci nejsou zcela
znamy, pravdépodobné se jedna o kombinaci vice faktorti- genetika, Zivotni prostiedi a
Zivotni styl.

vvvvv

formy nemoci, nicmén¢ jednim z rizikovych faktori je vyskyt apolipoprotein E (APOE)
genu na chromosomu 19 [23]. Existuje vice forem APOE alel:

APOE €2: Pomérné¢ vzacnd forma alely, kterd muize poskytovat urcitou
ochranu proti onemocnéni. JestliZze se Alzheimerova choroba vyskytne u osoby s touto
formou alely, obvykle dojde k rozvoji nemoci béhem Zivota pozd&ji nez u osoby
s formou alely APOE &4 [23].

APOE €3:  Nejb&znéjsi forma alely, ma neutralni roli co se ty¢e onemocnéni

- nezvysuje ani nesnizuje riziko vzniku [23].

APOE €4:  ZvySuje riziko vzniku onemocnéni a je spojend s nastupem

vvvvvv

Jestlize jich ma vice, zvySuje se riziko rozvoje nemoci [23]. Zdedi-1i dité tuto formu
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alely, nemusi to znamenat, Ze dojde v kazdém pftipad¢ k rozvoji choroby. Mnoho lidi
stouto formou alely nikdy chorobou neonemocni a naopak spousta lidi

S Alzheimerovou chorobou nema variantu alely APOE &4 [23].

S pouzitim relativné nového pfistupu studie genomu védci identifikuji mnoho
oblasti zajmu genomu, které by mohly v rizné mitfe zvySovat riziko propuknuti nemoci

S pozdnim néstupem.

Pomoci jinych metod, jako je sekvenovani celého genomu nebo sekvenovani
r 17 o v v s . 7 r v v v
celého exomu™', mizou védci identifikovat nové geny, které mohou pfispét k ochrané

pted rizikem vyskytu onemocnéni [23].

Genetické testovani

Krevni testy mohou identifikovat, kter¢é APOE alely ¢lovék ma, ale tyto vysledky
nemohou predpoveédét, zda se nemoc bude nebo nebude rozvijet. Je bohuzel velmi
nepravdépodobné, ze by toto testovani nékdy mohlo se 100% piesnosti predpovedeét
vznik nemoci, protoze jeji rozvoj a progrese je ovlivnéna velkym mnozstvim jinych
faktord [24].

2.4  Diagnostika

Prvni ptfiznaky choroby jsou rozpozndny pacientem samym nebo lidmi v jeho okoli.
Dojde-1li vsak k témto projevam, je jiz mozek do ur€ité miry poSkozen. Proto nastupuje
odborna diagnostika choroby, kterd potvrdi ptitomnost choroby, odhali stddium nemoci

a nasadi 1é¢bu prodluzujici kvalitu Zivota nemocného [33].

Jednim ze zptsobti diagnostiky Alzheimerovy choroby jsou neuropsychologické
testy. Podstatou testd jsou otazky a tkoly rizného charakteru (zaméfeny na orientaci,
zapamatovani informaci, opakovani vét, psani, ¢teni ¢i pocitani), které maji dany
skorovaci systém a dle vysledné hodnoty celého testu je potvrzena ¢i vyloucena

ptritomnost Alzheimerovy choroby piipadné stadium nemoci [34].

Mezi dalSi metody patii strukturdlni vySetfeni mozku pomoci pocitacové
tomografie (CT) a magnetické rezonance (MRI). Tyto zobrazovaci metody prokazou
vznik mozkové atrofie a naopak vylouci jiné pficiny vzniku demence, naptiklad

existenci nadoru [34]. Funkéni poruchy mozku hodnotime pomoci metody SPECT

7 ¢4st genomu tvofena exony, které vytvat mRNA po vystfizeni intrond
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(jednofotonova emisni pocitacova tomografie) nebo PET (pozitronova emisni
tomografie) ( Obr. 5).

Normalni Mirné kognitivni Pokro&ilé stidium
mozkova tkan poruchy nemoci

Obr. 5: Zobrazeni miry poskozeni mozku pozitronovou emisni tomografii (PET)
- pfevzato a upraveno z [49]

K mapovani metabolickych markerti je vyuzivdno vySetfeni mozkomis$niho
moku [34]. Uklada-li se beta amyloid v mozkové tkani, vylu¢uje se do mozkomisniho

moku v mens$im mnozstvi, coz je klicova informace pro toto vySetieni [34].

EEG patfi mezi neinvazivni diagnostické metody, které slouzi k zdznamu
elektrické aktivity mozku. Pfi vySetfovani pacienta s Alzheimerovou chorobou lze
zaznamenat zpomaleni zdkladniho rytmu do pasma delta (bdé€lost, ospalost) az theta
(bdélost, vzruseni) aktivity [27][34].

2.5 Lécba

Kognitiva
Nejvice pouzivané léky k terapii Alzheimerovy choroby patii do skupiny kognitiv.
Jejich GCinkem je zejména zlepSeni pamétovych schopnosti a pozornosti [1].

Osvédcily se léky posilujici transmiterové funkce acetylcholinu inhibici jeho
enzymu biodegradace acetylcholinesterazy (AChE) [1]. Diive byl vyuzivan
physostigmin a tacriny, mély vSak vazné nezadouci G¢inky — pusobily hepatotoxicky.
Nyni probiha lé¢ba pomoci donepezilu a rivastigminu, u kterych se také vyskytuji
nezadouci u¢inky, ne vSak zavazného charakteru (nauzea, prijmy) [1]. Poslednim
lé¢ivem casto vyuZivanym k [écb€ Alzheimerovy choroby ze skupiny kognitiv je
galantamin [1].
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Antipsychotika
Antipsychotika patii k hlavni skupin¢ 1¢ka, které jsou uzivany k potla¢eni nevhodného
chovani alzheimerovskych pacientti. Hojné jsou pouzivany napiiklad Iéky olanzapin a
risperidon.

Ostatni lé¢iva
Kovlivnéni neurodegenerativnich procesi na rlznych urovnich se vyuzivaji
neurotropni rustové faktory [1]. Pro inhibovani tvorby a ukladani beta amyloidu lze
vyuzit nesteroidni antiflogistika (aspirin, ibuprofen) [1]. Excitotoxicitu potlacuji
inhibitory vapnikovych kanald ¢i antioxidancia (napf. vitamin C) [1]. Pfi 1éCbé stiedné

zavazné az zavazné Alzheimerovy demence byva aplikovan memantin [1].
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3 LECIVAALZHEIMEROVY CHOROBY

Tato kapitola je vénovana vybranym lé¢ivim Alzheimerovy choroby a také

struéné charakteristice databazi, které byly pro charakteristiku téchto 1é¢iv vyuzity.

3.1 Databaze 1éCiv

K nalezeni informaci o vybranych IléCivech, pouzivanych k Iécbé Alzheimerovy

choroby, bylo vyuzito n¢kolik databazi léku.

Pharm GKB

The Pharmacogenomics Knowledgebase je farmakogenomicka a farmakogeneticka
databaze, ktera podporuje oblast farmakogenomiky spojovanim, seskupovanim a

objasnénim udaji o genotypech a fenotypech, drahach a farmakogenech [16].

Slouzi jako zdroj informaci vysledkt projektt tykajicich se haplotypového
mapovani lidského genomu [16]. Lze pfedpokladat, Ze zde bude mozné postupem ¢asu
vyhledat kompletni genomické informace pacienta pro piedpovéd’ nezadoucich

farmakogenetickych a nutrigenetickych interakci [16].

European Medicines Agency

Evropska agentura pro lécivé piipravky (EMA) je agentura Evropské unie se sidlem
v Londyné. Agentura odpovida za védecké hodnoceni a sledovani bezpecnosti 1€¢ivych
prostiedkt vyvinutych farmaceutickymi spole¢nostmi pro pouziti v EU [17]. Ma vlastni
pravni subjektivitu, dodrzuje provozni zasady a pravidla, které byly pfijaty jeji spravni

radou a je ¢aste¢né financovana z Evropské unie [17].

Binding DB
Binding DB je vefejnd internetovd databaze zaméiujici se predevSim na vzdjemné
pusobeni proteinti, které jsou povazovany za léCebny cil s malymi 1éCivy — jako
molekuly [18].

Drug Bank

Databaze Drug Bank slouzi jako bioinformaticky a chemoinformaticky zdroj, ktery
kombinuje podrobna data o Ié¢ivech (chemicka, farmakologicka a farmaceuticka)
s komplexnimi informacemi o jejich cilovych molekulach (sekvence, struktura a drahy)
[19].
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3.2  Seznam a charakteristika vybranych léciv

Ke srovnani U¢inka 1écby Alzheimerovy choroby je vybrano 6 zéstupct, ktefi budou

Vv této kapitole blize charakterizovani.

V Tab. 4 v ptiloze je znazornén piehled linearnich zapist strukturnich vzorct
jednotlivych 1é¢iv — InChl Key a SMILES. Zapis SMILES bude vyuzit pro ADMET
profiling v praktické Casti prace, protoze je oproti InChl srozumitelnéjsi a 1épe Citelny
softwary.

V tabulkach pro konkrétni IéCiva, které jsou uvedeny v piilohach (Tab. 5, Tab.
6, Tab. 7, Tab. 8, Tab. 9, Tab. 10) nalezneme geny, ve kterych se vyskytuji SNP
ovliviwjici 1écbu, identifikdtory SNP, typy mutaci, nukleotidové substituce a nasledné
zmény kodovanych aminokyselin. Pro toto zpracovani nebyly bohuzel dostupné

vSechny informace.

3.2.1 Donepezil (Aricept®)

Donepezil je inhibitor cholinesterazy piedepisovan k 1é€bé mirnych, stfedné
pokroéilych i pokro¢ilych symptom nemoci [13]. Jeho hlavnim u¢inkem je prevence
pied ubytkem acetylcholinu v mozku [13].

Mechanismus ucinku spociva v reverzibilni inhibici acetylcholinesterazy, ktera
zabranuje hydrolyze acetylcholinu a vede ke zvySené koncentraci acetylcholinu na

cholinergnich synapsich [31].

Ptiblizné¢ 95 % donepezil hydrochloridu se u clovéka vaze na plazmatické
bilkoviny. Donepezil je metabolizovan izoenzymy CYP2D6 a CYP3A4. Samotny

metabolismus je velmi pomaly [39]. Je vylu¢ovan mo¢i v nezménéném stavu.

Mezi Casté nezadouci uCinky patifi nauzea, zvraceni, svalové kiecCe, inava a

ubytek hmotnosti [13]. Lécivo je podavano ve formé tablet.

Dle klinickych studii je prokazano, Ze pti vyskytu rs2177370 v genu CHAT
mohou pacienti s genotypem AA a AG mit zvySenou odpovéd’ na podani donepezilu,
zatimco pacienti s genotypem GG mohou mit oproti dvéma predeSlym genotyplim
reakci snizenou [50]. Pti vyskytu rs3793790 v genu CHAT genotypy AA a AG snizuji
reakci na 1é¢bu, GG odezvu zvysuje [50]. V posledni fadé pii vyskytu rs6494223 v genu
CHRNA7 je méné pravdépodobné, Ze pacienti s genotypem CC a CT reaguji na 1é€bu
inhibitory cholinesterazy, oproti genotypu TT, u kterého je vysSi pravdépodobnost
reakce [50].
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3.2.2 Rivastigmin (Exelon®)

Rivastigmin, patii mezi inhibitory cholinesterazy a je pouzivan k 1é¢bé mirnych az
stfedné pokrocilych ptiznaki nemoci. Zabranuje ubytku acetylcholinu a butyrylcholinu
v mozku [13].

Presné ucinky rivastigminu nejsou pifesné znamy, ale pravdépodobné se
reverzibilné vaze na cholinesterazu (acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu) a
inaktivuje ji, ¢imz zabranuje hydrolyze acetylcholinu a zvysSuje jeho koncentraci na

cholinergnich synapsich [32].

Rivastigmin podléhda rychlému a rozsdhlému metabolismu predevSim
hydrolyzou prostfednictvim cholinesterazy na dekarbamylovany metabolit. Na zakladé
dikazi studii se hlavni izoenzymy cytochromu P450 podileji na metabolismu
rivastigminu jen minimaln¢, miize se vSak objevit inhibice izoenzymu CYP1A2 [32].

Uziva se Vv kapslich, peroralnim roztoku nebo néaplastech. Casté nezadouci

ucinky jsou zvraceni, nauzea, prujem, svalové kiece, ztrata chuti a ubytek hmotnosti

[13].

Stejn¢ jako pifi 1écbé donepezilem vyskyt rs2177370 v genu CHAT mize u
pacientli s kombinaci alel AA a kombinaci alel AG zptsobit zvySenou odpovéd na
podani rivastigminu, zatimco u pacientii s kombinaci GG se muze projevit reakce
snizena [53]. Pti vyskytu rs3793790 v genu CHAT alely AA a AG snizuji reakci na
1é¢bu, GG odezvu zvysuje [53]. V posledni fadé pii vyskytu SNP rs6494223 v genu
CHRNA7 je méné pravdépodobné, ze pacienti s kombinaci alel CC a kombinaci alel CT
reaguji na 1éCbu inhibitory cholinesterazy, oproti kombinaci alel TT, pfi které je vétsi

pravdépodobnost reakce [53].

3.2.3 Galantamin (Razadyne®)

Galantamin je vyuzivan k 16€b¢ mirnych az stitedné pokrocilych pfiznaka choroby. Patii
mezi inhibitory AChE, spolu s acetylcholinem se snazi ziskat vazbu s timto enzymem.
Jeho ucinnost je tedy zavisla na koncentraci acetylcholinu, ¢im je jeho hodnota vyssi,
tim je inhibice AChE nizsi [14].

Tento 1€k je pfedmétem vyzkumu, protoze ma schopnost modulovat nikotinové
receptory a to by mohlo poskytovat terapeuticky mechanismus k inhibici
acetylcholinesterazy [14]. Pfi Alzheimerové chorobé dochazi k redukci nikotinovych
receptort, které jsou obzvlast’ dilezité pro pamét a uceni, proto by byl tento postup

velmi pfinosny. Mnohé studie se priklani k faktu, ze galantamin ma terapeuticky ucinek
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pouze V souvislosti s plisobenim na nikotinové receptory, nikoliv na podpoie inhibice

acetylcholinesterazy [14].

Galantamin je metabolizovan enzymy cytochromu P450, glukuronidovan a
v nezménéné podobé vyloucen moci [42]. ZvySeny metabolismus CYP2D6 zptisobuje

vétsi O-demethylaci 1é¢iva nez metabolismu snizeny [42].

Mezi doprovodné negativni piiznaky uzivani 1éku patii zvraceni, prijem, ztrata

chuti a hmotnosti. Vétsina nezadoucich G¢inka v§ak nepfetrvava déle nez tyden [13].

Uziva se v tabletach po 4 mg dvakrat denné€, v perordlnim roztoku se stejnym

davkovanim nebo v pilulce s prodlouzenym u¢inkem 1x denné [13].

Ovlivnéni 1é¢by vyskytem SNP je u galantaminu totozné jako u donepezilu a
rivastigminu [51].

3.2.4 Memantin (Namenda®)
Antagonista N-methyl- D-asparatu (NMDA) k 1é¢bé stiedné pokrocilych az pokro¢ilych
stadii demence [13]. Brani vzniku toxickych efektli ve spojeni s nadbytem glutamatu

tim, Ze reguluje jeho aktivaci [13].

Prodlouzena zvySena hladina glutamatu v mozku u pacientii zptisobuje zamezeni
vazby Mg2+ iontli na NMDA receptor a umoziiuje plynuly ptiliv Ca2+ iontl do bunék,
coz v kone¢ném dusledku zptsobuje degeneraci neuronti [30]. Studie naznacuji, Ze
memantin se vaze na NMDA receptor lépe nez Mg2+ ionty a tim u¢inné blokuje ptiliv
Ca2+ iontd ptfes kanal NMDA, je vSak potieba zachovat pfechodnou fyziologickou

aktivaci kanald vys$S$imi koncentracemi synapticky uvolnéného glutamatu [30].

Enzymy cytochromu P450 nehraji v metabolismu memantinu podstatnou roli.

Vétsina léCiva je vylou¢ena v nezménéné podobé moci [41].

Muze zplsobovat zavraté, bolesti hlavy, prijem, zicpu nebo zmatenost.
Aplikuje se v tabletach nebo peroralnim roztoku v mnozstvi 5 mg/den nebo v tableté

S postupnym uvoliiovanim s davkou 7 mg/den [13].

Vyskyt rs1523130 v genu NR1I2 u kombinace alel CC zvySuje clearanci
memantinu, naopak kombinace alel CT a TT clearanci snizuji [54].
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3.2.5 Risperidon (Risperdal®)

Risperidon patii do skupiny serotoninovych a dopaminovych antagonista™® [13].
Ma vyrazné antipsychotické t¢inky, proto je ¢asto vyuzivan pii vyskytu bluda a poruch

vnimani [12].

Blokéda dopaminergnich D2 receptort v limbickém systému zmirfiuje pozitivni
ptiznaky - halucinace, bludy a nevyzpytatelné chovani [29]. Blokovani serotonergnich
receptorl 5-HT2 v mesokortikalnim™® traktu zpisobuje nadbytek dopaminu, coZ vede ke

zvySeni jeho pienosu a odstranéni hlavnich negativnich piiznaka [29].

Hlavni metabolickou cestou risperidonu je 9-hydroxylace, ktera se odehrava
predevsim v jatrech. Vedlejsi cestou je N-dealkylace. 1zoenzym CYP2D6 katalyzuje 9-
hydroxylaci risperidonu [38]. Dle studii je prokazano, Ze na tvorb¢ 9-OH-risperidonu se
podili rovnéz CYP3A4 a to z divodu zmén v koncentraci risperidonu a 9-OH-
risperidonu po podani inhibitord a induktord CYP3A4. Neinhibuje CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19 ani CYP3A4 [38]. Risperidon a jeho metabolity jsou vylu¢ovany moci.

Denni davka se pohybuje vrozmezi 1-1,5 mg, je aplikovana na noc nebo

rozdélena na dvé davky v pribéhu dne [13].

U risperidonu se objevuje 46 klinickych zdznamt o vyskytu SNP, které ovliviiuji
ucinek 1écby nejen pi1 1éCbeé Alzheimerovy choroby, ale také schizofrenii,
psychotickych poruch ¢i autismu. Naptiklad vyskyt rs6313 v genu HTR2A zptisobuje u
pacientd S kombinaci alel AA a AG rezistenci na 1é¢bu risperidonem, kombinace GG

miiZe snizovat reakci na lé¢bu, ale neexistuje riziko rezistence vuci 1é¢bé [52].

3.2.6 Olanzapin (Zyprexa®)

Olanzapin patifi mezi antipsychotika, pouzivané k potlaceni nevhodného chovani
alzheimerovskych pacientli, pfedevs§im k tlumeni akutniho neklidu [12]. UZivani tohoto
ptipravku mize zvysit télesnou hmotnost a glykémii, proto jej neni vhodné pouzit pro
pacienty s diabetem [12].

Antipsychotickd aktivita olanzapinu je zajiSténa pravdépodobné kombinaci
antagonismu na D2 receptory Vv mesolimbickych drahach a SHT2A receptory ve

frontalnim kortexu [28]. Antagonismus na D2 receptory zmirfiuje pozitivni symptomy

'8 opaéné pusobici lék, ktery paisobi proti jinému léku
% dréha z ventralni tegmentalni oblasti do frontalni klry
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schizofrenie a psychotickych poruch, zatimco antagonismus na SHT2A zmiriiuje

symptomy negativni [28].

Primarni metabolicka draha olanzapinu vede zprostfedkovanim oxidace pfimou
glukuronidaci® a cytochromem P450. Studie ukazuji, 7¢ enzymy CYP1A1 a CYP2D6
jsou pravé do této oxidace zapojeny [40]. Zaroven je také ziejmé, Ze oxidace enzymem
CYP2D6 tvoti mensi metabolickou cestu, protoze clearance olanzapinu neni snizena u

osob, které trpi deficitem tohoto enzymu [40].
Obvykla denni davka je 5,0-7,5 mg, vétSinou ve dvou podanich [13].

Pro olanzapin existuje 61 klinickych zdznami o vyskytu SNP, které mohou
ovlivnit reakci na podané 1é¢ivo pti 1é¢bé schizofrenie, Alzheimerové chorobé, autismu
¢i psychotickych poruch. Napiiklad vyskyt rs11960832 v genu SV2C zpusobuje pro
kombinaci alel CC a kombinaci CT vyssi odezvu na podané 1é¢ivo, kombinace alel TT
miiZze odezvu snizovat [55]. Rs6277 v genu DRD2 u kombinace alel AA snizuje riziko

zvySeni hmotnosti pii 16€bé olanzapinem, kombinace AC a CC toto riziko zvySuji [55].

3.3 ADME

Podané 1éCivo se po aplikaci do organizmu ucastni zékladnich farmakokinetickych
procesu, které ovliviiuji jeho vysledny biologicky ucinek. ADME je zkratka pro Ctyti
z téchto procest - absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci (Obr. 6). Dé&je se
prolinaji, neprobihaji tedy oddé¢lené. Napiiklad pfi podani 1éCiva ve formé tablety
S nepretrzitym uvolnovanim probihaji vSechny tyto déje zaroven - zatimco cast tablety
jesté uvolnuje aktivni latku, jiz dfive absorbovana cast tablety s aktivni latkou uz je

eliminovana [45].

Vsechny tyto procesy ovliviiuji hladinu léku v plazmé a tkanich a Kinetiku

expozice 1éku do tkani, coz ovliviiuje vykon a farmakologickou aktivitu l1é¢iva [20].

Mezi problémy spojené s ADME patii naptiklad neuplna absorpce, pfili§ pomaly
nebo naopak rychly transport lé¢iva do téla a problémy toxicity [21].

20 konjugace —COOH nebo —OH skupiny s kyselinou glukuronovou
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Obr. 6: Pohyb Iéciva v organismu po jeho podani — upraveno z [45]

Prvnimu z d€ji — absorpci, predchazi uvolnéni 1é¢iva z 1€ékoveé formy, bez néhoz
by nemohlo vykazovat sviij biologicky t¢inek. Po uvolnéni této aktivni latky dochazi

K jejimu rozpousténi v gastrointestinalnim traktu [45].

Absorpce

Absorpce zahrnuje procesy, pii kterych 1é¢ivo vstupuje do krevniho a lymfatického
feCisté. Drive, nez se dostane 1é¢ivo k cilovym bunikdm, musi se dostat skrz sténu travici
traktu [20]. To probiha bud'to pasivni diftzi, ktera je nejdulezitéjsim mechanismem
vstiebani vétSiny léCiv, dale filtraci, kterd je dalezita pro vstiebani malych molekul,
které jsou rozpustné ve vode v tenkém stievé a v neposledni fad¢ aktivnim transportem,
kdy jsou absorbovana lé¢iva podobna latkam, pro které je tento transport fyziologicky
[45].

Absorp¢ni Gcinek podaného IéCiva mize byt omezen mnoha faktory, napf.
chemickou nestalosti v Zaludku, neschopnosti prostoupit stfevni sténou, tokem krve ¢i
Spatnou rozpustnosti slou¢eniny [20]. Absorpce Ié¢iv probiha vétSinou v tenkém stieve,

protoze jeho plocha je mnohem vétsi nez plocha zaludku.

Distribuce

Dftive, nez je 1é¢ivo absorbovano, je transportovano krevnim obéhem do tkéni a organd.
Distribuce tedy charakterizuje, jak se 1éCivo pohybuje po téle a jak se prendsi mezi
organy nebo tkdnémi. Mlze byt ovlivnéna mnoha faktory, naptiklad pratokem krve,
polaritou a vazbou na sérové proteiny nebo velikosti molekuly [20]. Problémy pti

distribuci mohou nastat, jestliZze 1éCivo narazi na nékteré pfirozené piekazky, mezi které
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patii tfeba hematoencefalicka bariéra, kterd umoziuje pouze omezeny transport latek

mezi mozkovou tkani a krvi [20].

Metabolismus
Lécivo zacind byt obvykle metabolizovano jiz ptfi vstupu do téla, protoze télo

rozpoznava léky jako cizorodé latky [20].

Je-li 1€k prijat do téla oraln€, zaCnou jej enzymy v gastrointestinalnim traktu
metabolizovat [20]. Velka ¢ast metabolismu probiha v jatrech, kam postupuje 1é¢ivo
ihned po absorpci z gastrointestinalniho traktu. Hodné 1é¢iv predstavuje kromé substratt
také induktory Ci inhibitory jaternich enzymu. Inhibice a indukce aktivity téchto
enzyml muize ovliviiovat rychlost eliminace 1é€iv a vysledny biologicky efekt terapie
[45]. Muze dojit ke snizeni G¢inku podaného 1éCiva, k jeho zvySeni, projeviim
vedlejSich G¢inkd nebo az k toxickému plisobeni. Inhibitory zvySuji koncentraci a
prodluzuji ucinek 1é¢iv, induktory zvysSuji metabolizmus aktivnich 1é¢iv a ve svém

dusledku zkracuji a snizuji G¢inek [45].

Metabolismus mad obecné¢ dvé faze, v prvni fazi, tzv. nesyntetické, dochazi
k oxidaci, redukci a hydrolyze [25]. V druhé ¢asti metabolismu, tzv. syntetické, dochazi
ke konjugaci [25].

Exkrece

Vylucovani 1éciva probihda prevazné pomoci ledvin. Ve funkéni jednotce ledvin —
nefronu probihaji téi procesy: glomerularni filtrace (filtrace 1é¢iv prochazejicich do
primarni mo¢i s molekulovou hmotnosti mensi nez 25 000), tubularni filtrace (aktivni
transport) a pasivni reabsorpce (difuze lipofilnich molekul zpét do krve) [45].

Léky mohou byt vylucovany také jinymi zplisoby, naptiklad stolici, plicemi,
potem ¢i slinami [20].

Bere-li se vuvahu také potencialni ¢i skute¢na toxicita 1éCiva, pouziva se
oznaceni ADMET.
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4 ADMET PROFILING

Tato kapitola bakalaiské prace je zaméfena na ADMET profiling vybraného seznamu

1é¢iv a na statistické zpracovani ziskanych dat.

4.1  Postup metody

K ptedpovédi ADMET vlastnosti malych molekul na zdkladé dat ziskanych z grafii
(pkCSM) je pouzit uzivatelsky piivetivy webovy server poskytovan univerzitou
v Cambridge [44]. Ten pfedstavuje novy piistup k predikci farmakokinetiky a
toxikologie, ktery umoziuje rychly navrh, vyhodnoceni a stanoveni priorit sloucenin,
¢imz Ize usnadnit proces vyvoje 1é¢iv a minimalizovat rizika jejich pouziti.

K ziskani predikovanych hodnot byly pouzity linearni zapisy strukturnich vzorct
SMILES z Tab. 4, ktera je uvedena v pfilohach. Vypocet probiha automaticky a sklada
se z n€kolika ¢asti (Obr. 7). Prvni z nich se odkazuje na molekularni vlastnosti, mezi
které patii naptiklad molekularni hmotnost, poc€et oto¢nych vazeb, pocet donorovych
atomid, podet akceptorovych atomid, plocha povrchu, toxikoforni** otisk a pocet

farmakofornich? atoma [46].

Druhé vypocetni ¢ast predstavuje vzdalenosti vzord, které jsou reprezentovany
jako kumulativni distribu¢ni funkce, kédované v grafu malych molekul zalozeném na
priznacich, které byly uzptsobeny z Cutoff*® Scanning matice [46]. Timto zptisobem je
oznaCen pocet atomi (roztiidénych dle farmakoforniho typu) v urcité vzdalenosti
v molekularnim grafu [46].Vzdalenost mezi dv€éma libovolnymi uzly v grafu je dana
jejich nejkratsi cestou, ktera je vypocitana dle Johnsonova® algoritmu [46]. Odhad
nejkratsi cesty je dan sou¢tem vah hran této cesty. Je pravdépodobné, Ze vSechny hrany
maji stejnou hmotnost, to znamena, ze odhadem nejkratsi cesty je pocet hran v dané
cesté [46].

2 odpovédny za toxicky ucinek

22atomy s fyzikdlné chemickymi vlastnostmi, které jsou zodpovédné za schopnost vazat se na biologicky
cil (makromolekulu)

2 strukturalni klasifikaéni metoda, generuje vektory, které reprezentuji vzdalenost vzor(i mezi
proteinovymi rezidui

2 algoritmus slouzici k hledani nejkratsich cest mezi vSemi uzly v ohodnoceném grafu
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Obr. 7: Vypocetni algoritmus pkCSM — upraveno z [46]

Pro kazdé 1éCivo jsou uvedeny zdkladni chemické informace a poté predikovany
hodnoty jednotlivych pochodu pii absorpci, distribuci, metabolismu a exkreci. Zahrnuty
jsou kromé zminénych déju také toxikologické predpovédi. Jednotlivé hodnoty maji dva
druhy jednotek — numerické a kategorické. Numerické maji jednotky piesné stanoveny,
zatimco kategorické jednotky pouze napovidaji, zda dany déj probéhne a jestli je
pravdépodobné, Ze dané 1éCivo bude substratem ¢i inhibitorem daného enzymu
(ano/ne). Souhrn vSech predikovanych hodnot je vloZzen na CD, Vv praci budou tyto

hodnoty pouze blize specifikovany a vyhodnoceny.

4.2
Absorpce

® Rozpustnost ve vodeé

Rozpustnost ve vodé je zaloZzena na rozpustnosti sloucenin ve vodé pii 25°C. Je
podminkou pro vstiebani léCiva z gastrointestindlniho traktu. Nerozpustnd 1é¢iva se

pomalu a malo vstiebavaji. Tento model zahrnuje experimentalni méfeni rozpustnosti

ve vodeé asi 1708 molekul.
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e Permeabilita Caco-2

Caco-2 bunécéna linie je slozena =z lidskych epitelidlnich bun€k kolorektalniho

adenokarcinomu, ktera byla ptivodné vyvinuta pro vyzkum rakoviny.

Tato monovrstva patii mezi popularni bunééné modely pouzivané jak pro
predikci absorpce 1é¢iv u lidi, tak k identifikaci substratd ¢i inhibitort transportéri [44].

o [ntestinalni absorpce

Stitevo je za normalnich okolnosti primarnim mistem pro absorpci peroralné
podavanych 1éciv. Tato metoda je zaloZena na pfedpovédi podilu sloucenin, které byly

absorbovany v lidském tenkém stieve [44].
e Propustnost kiize

Propustnost kiize je dulezitym faktorem pro stanoveni ucinnosti mnoha spotiebnich
produktli a pro rozvoj transdermalnich 1é€iv. Tento prediktor byl vytvofen s pouZitim

211 slouéenin, u kterych byla métena in vitro propustnost lidské kize [44].

o P-glykoprotein substrat

P-glykoprotein je ABC transportér, ktery funguje jako biologicka bariéra - vytésnuje
xenobiotika a toxiny ven z bunék. Screening transportu P-glykoproteinu se provadi
pomoci transgennich®® knock-out?®® mysi a in vitro bund¢nych systémii [44]. Tento
model byl vytvofen s pouzitim 332 sloucenin, které byly charakterizovany na zakladé
schopnosti transportu P-glykoproteinem [44].

e P-glykoprotein I a Il inhibitory

Modifikace transportu zprostiedkovaného P-glykoproteinem ma vyznamny
farmakokineticky dopad pro substraty P-glykoproteinu, ¢ehoz mize byt vyuzito bud’
pro specifické terapeutické zvyhodnéni nebo ke stanoveni kontraindikace [44]. Tyto
modely byly vytvofeny s pouzitim 1273 a 1275 sloucenin, které byly navzijem
charakterizovany pro schopnost inhibovat transport P-glykoproteinem I a 11 [44].

25 , N . ‘v .
laboratorni zvifata chovana za uc¢elem manipulace s geny

26 TV . v v s / v .
zabyvajici se ztratou funkce genu, napf. nacasovani na ztratu funkce v dospélosti
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Distribuce
e Distribucni objem (Vdss)
Distribu¢ni objem (Vd) ptfedstavuje objem, ve kterém je potieba rozpustit 1éCivo, aby
jeho koncentrace byla stejna jako v krevni plasmé. Cim vyssi je Vd, tim vice 1é¢iva je
distribuovano ve tkani oproti plazmé [44]. To mize byt ovlivnéno selhanim ledvin
nebo dehydrataci. Tento model byl vytvofen s pouzitim Vypocitanych rovnovaznych
distribuénich objemi (Vdss) u 670 1éki. Casto se udava relativné vzhledem k hmotnosti
pacienta, tedy v I/kg [44].

e Nevdzané frakce

Vétsina 1€kt v plasmé existuje bud’ v nevazaném stavu, nebo vazbou na sérové
proteiny. Uginnost daného 1éku miZe byt ovlivnéna tim, do jaké miry se vaZe na
proteiny uvniti krve, protoZze ¢im méné efektivné je vazano, tim vice mize prochézet
bunéénymi membranami nebo difuzi [44]. Prediktivni model métil pomér nevazanych

¢astic u 552 sloucenin v lidské krvi [44].

e Propustnost hematoencefalické bariéry (BBB)

Hematoencefalicka bariéra chrani mozek pied exogennimi slouceninami. Schopnost
Iéciv prejit do mozku je dalezitym parametrem pro zvazeni, zda pomahaji snizovat
vedlejsi ti€inky a toxicitu nebo zlepsSuji t€innost 1é¢iv, jejichz farmakologicka aktivita je
v mozku [44]. Propustnost hematoencefalické bariéry je méfena in vivo u zvifecich
modelt jako logBB - logaritmicky pomér mozku ke koncentraci 1é¢iva v plasmé. Model

byl vytvofen pomoci 320 sloucenin, jejichz logBB bylo experimentalné méieno [44].

e CNS permeabilita

Meéieni propustnosti hematoencefalické bariéry mtze byt obtizné z diivodu vyskytu
matoucich faktort. Stanoveni logPS patii mezi vice pfesné méfeni. Ziskava se zin
situ perfuze mozku se slouc¢eninou, ktera je pfimo vsttiknuta do kréni tepny, to vSak
postrada systémovy distribuéni efekt, coz mize narusit penetraci’’ mozkem [44]. Model
byl ziskan métenim logPS u 153 sloucenin [44].

*7 prénik, prichod
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Metabolismus
o CYP2D6/CYP3A4 substrat

CYP2D6 a CYP3A4 patii mezi hlavni isoformy cytochromu P450, které jsou
zodpovédné za lékovy metabolismus a mohou dramaticky zménit farmakokinetiku
téchto Iéku [44]. Tyto modely byly vytvofeny S pouzitim 671 sloucenin, jejichz
metabolismus byl méfen kazdou isoformou cytochromu P450 [44].

¢ Inhibitory cytochromu P450

Cytochrom P450 patii mezi vyznamné detoxikacni enzymy v lidském téle, vyskytuje se
pievazné v jatrech. Oxiduje xenobiotika k usnadnéni jejich vylu€ovani. Vétsina 1€ka je
cytochromem P450 deaktivovana, nckteré také aktivovany. Inhibitory tohoto enzymu,
napiiklad grepovy dzus, mohou ovlivnit metabolismus 1éki a jsou kontraindikovany,
proto je dilezité posoudit schopnost sloucenin inhibovat cytochrom P450 [44]. Modely
pro ruzné isoformy byly vytvofeny pouzitim 1400 az 1800 sloucenin, u kterych byla
stanovena schopnost této inhibice [44]. Sloucenina je povaZovana za inhibitor
cytochromu P450, jestlize koncentrace potiebna k dosazeni 50% inhibice je nizsi nez 10
uM [44].

Exkrece

e Celkova clearance

Clearance 1éCiv je méfena konstantou umérnosti CLtot, ktera je tvofena predevSim
kombinaci jaterni clearance a renalni clearance [44]. Je dulezita pro stanoveni davky
k dosaZeni hodnoty ustaleného stavu koncentraci. Prediktor byl vytvofen s pouzitim dat

celkové clearance pro 398 sloucenin [44].

e OCT2 substrat

OCT?2 je kationtovy organicky transportér, ktery je dulezity pro dispozici a renalni
Clearanci 1éka [44]. Ma také vyznam pro nezadouci interakce s podavanymi OCT2
inhibitory. Posuzovani schopnosti kandidat byt transportovany OCT2 poskytuje
uzite¢né informace tykajici se nejen jeho clearance, ale také ptipadnych kontraindikaci
[44]. Model pouzil 906 sloucenin, jejichz transport OCT2 byl zkouman [44].

Toxicita
e AMES toxicita

AMES test je Siroce pouzivana metoda k posouzeni mutagenity latek pomoci bakterii.

Je-1i pozitivni, znamena to, Ze dand sloucenina je mutagenni a miiZze pisobit jako
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karcinogen [44]. Tento prediktivni model byl vytvofen na zaklad¢ vysledki AMES

testli u vice nez 8000 sloucenin [44].

e  Maximalni tolerovana davka

Maximalni doporuc¢ena davka (MRTD) udava odhad prahu toxické davky chemickych
latek u lidi. Tento model pomuze stanovit maximalni doporuc¢enou pocate¢ni davku pro
léciva ve fazi klinickych studii, které jsou v soucasné dob¢ zalozeny na extrapolaci
udaju ziskanych u zvitat [44]. Model byl vytvofen s pouzitim 1222 experimentalnich
dat z lidskych klinickych studii a predikuje logaritmus MRTD [44].

e hERG I a Il inhibitory
Inhibice draslikovych kanalt kdédovanych hERG (human-ether-a-go- go gene) jsou

hlavnimi pfi¢inami rozvoje syndromu dlouhého QT intervalu, coz vede ke vzniku
zavaznych komorovych arytmii [44]. Inhibice hERG kanald je pti¢inou odebrani mnoha
1é¢iv z farmaceutického trhu. Tento model byl vytvoien na zakladé informaci o inhibici
hERG 1 a Il kanal pro 368 a 806 slou¢enin [44].

e LD50

LD50 je v toxikologii oznafeni pro mnozstvi latky soucasné podané testovanym
jedinctim, které zplsobi do 24 hodin od podani uhyn 50% Zivocichii. Stanoveni této
davky patii mezi standardni méfeni akutni toxicity K posouzeni relativni toxicity u

ruznych molekul [44] .
o Ordalni krysi chronicka toxicita

Vyznamnym problémem mnoha léCebnych strategii je vystaveni nizkym a mirnym
slouceniny, u které mizeme pozorovat vedlejsi ucinky (LOAEL) a nejvyssi davku, pti
které zadné vedlej$i ucinky nejsou pozorovany (NOAEL) [44]. Tento model byl
vytvofen s vysledky LOAEL u 455 sloucenin [44].

e Hepatotoxicita

Poskozeni jater vyvolané 1éCivy je vyznamnym bezpecnostnim problémem pro vyvoj
1é¢iv a také pti¢inou oslabovani 1éka [44]. Prediktor byl vytvoien na zakladé vedlejSich
ucink souvisejicich sjatry u 531 Ié¢iv [44]. Sloucenina je klasifikovana jako
hepatotoxicka, jestlize vyvola alespon jednu patologickou nebo fyziologickou piihodu,
ktera narusi normalni funkci jater [44].
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o Senzibilizace kiize
Senzibilizace kiize je potencidlni neptiznivy G¢inek pro dermalné aplikovany piipravek
[44]. Vyhodnoceni, zda sloucenina pii setkani s kiizi mize vyvolat alergickou kontaktni
dermatidu, je dilezitym bezpecnostnim opatfenim. Pro tento model bylo pouzito 254

sloucenin, které byly schopny vyvolat kozni senzibilizaci [44].

e T. pyriformis toxicita

Test s pouzitim Tetrahymena pyriformis byl vytvofen za ucelem zjisténi toxicity
riznych chemickych latek. Stanovuje se koncentrace latky, pii které je proliferace T.
pyriformis omezena na jednu polovinu slepého pokusu [44]. Tato snadna a rychla
metoda byla aplikovana na 57 latek [44].

e Toxicita pro ryby
Smrtici hodnoty koncentraci (LC50) ptedstavuji takovou koncentraci molekul, ktera

béhem sledované doby usmrti 50 % ryb (pro vyzkum byl pouzit druh jelecek
velkohlavy) [44]. Model byl vytvoten na zakladé méfeni LC50 u 554 sloucenin [44].

4.3  Statistické zpracovani dat ADMET profilingu

V této kapitole budou porovnany a znazornény nékteré predikované hodnoty ADMET

profilingu mezi jednotlivymi IéCivy. Ke zpracovani dat je pouzit software KNIME.

Absorbce

U Iéciv donepezil a risperidon je velmi pravdépodobné, ze budou substraty P-
glykoproteinu, ale také mohou byt inhibitory P-glykoproteinu I a Il. Rivastigmin,
galantamin, memantin a olanzapin mohou byt pouze substraty P-glykoproteinu.

v wvr

vysokou Caco-2 permeabilitu.

Na Obr. 7 je znazornéno porovnani predikovanych hodnot stievni absorpce
jednotlivych 1é¢iv. Tyto hodnoty jsou udavany v procentech a lze vidét, Zze vSechny
lé¢iva mayji sttevni absorpci vyssi nez 90 %, jedna se tedy o slouceniny, které jsou v téle
dobie vstiebatelné. V ptipadé, Zze by nckterd ze sloucenin méla stievni absorpci nizsi

nez 30 %, byla by v téle vstiebatelna $patné. Nejvyssi procento stfevni absorpce ma

cvvr
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Strevni absorbce
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Obr. 7: Histogram porovnavajici predikované hodnoty stfevni absorpce jednotlivych
1€civ
Obr. 8 porovnava hodnoty propustnosti kiize pro dana 1éCiva. Sloucenina je
povazovana za Spatné prostupnou kuzi, jestlize ma hodnotu log Kp vétsi nez -2,5. Do
této kategorie spada pouze 1é¢ivo memantin s hodnotou -2,449. Vsechna ostatni 1é¢iva

jsou kazi dobie propustna.

Propustnost kiiZze
Lécivo
Donepeal Galantamin Memantin Olanzapin Risperidon Rivastizmn
0,0
-0,5
-1,0
__\2--1,5
oy~ 2:0
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-3,5 -3,1 -3,079
-4,0 -3,586 -3,603

Obr. 8: Histogram znazoriujici miru prostupnosti jednotlivych 1é¢iv kazi

Distribuce

Histogram na Obr. 9 ukazuje, ze nejvyssi pocéet nevazanych frakci bude mit 1é¢ivo
rivastigmin s hodnotou 0,488, dale potom memantin s 0,467 a galantamin s hodnotou
0,448. Nizsi pocet nevazanych frakci se vyskytuje u 1é¢iv olanzapinu s hodnotou 0,327
a risperidonu na hodnoté 0,29, nejnizsi pocet u donepezilu s hodnotou 0,121. Cim vyssi
pocet nevazanych frakei 1éCiva se v téle vyskytuje, tim vice dochazi k jejich prichodu
bunéénymi membranami a naslednému ovlivnéni u¢innosti léku, protoze se dostava

rychleji k cilovym organtim nez vazbou na proteiny.
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Obr. 9: Histogram porovnavajici mnozstvi nevazanych frakci jednotlivych 1é¢iv

Dal$im parametrem k porovnani je propustnost hematoencefalické bariéry na
Obr. 10. Jestlize je hodnota log BB vé&tsi nez 0,3, prostupuje sloucenina touto bariérou
velmi snadno. Mezi takové slouceniny patii pouze olanzapin. Ostatni slou¢eniny jsou
vSak vV normé¢ prostupnosti. Hrani¢ni je hodnota log BB= -1 a mén¢, kdy jsou slouceniny

Spatn¢ distribuovany do mozku, mezi takové nepatii zaddny z vybranych zastupcu.

Propustnost hematoencefalické bariéry

0.5 0,433

0.4
=] 0,257
= 0.3 0,244 0,200
_5f' 0.2

0.1 0,024

0.0 | e—

Donepezil Memantin Olanzapin Rizperidon Bivastigmin
Lécivo

Obr. 10: Histogram porovnavajici miru propustnosti hematoencefalické bariéry pro
vSechny zastupce léCiv

Obr. 11 znéazornuje srovnani prostupnosti 1éCiv centralni nervovou soustavou
(CNS). Slouceniny, které maji hodnotu logPS vétsi nez -2, jsou schopny dobie pronikat
centralni nervovou soustavou. Mezi takové slouceniny patii donepezil a olanzapin.
Ostatni slou¢eniny jsou v rozsahu hodnot mezi -2 a -3, coz znamena, ze CNS prochazet
muzou, avsak o néco hife. Naopak slouceniny s logPS mensi nez -3 nejsou viibec
schopny soustavou prochazet, takovou hodnotu vSak neméd Zzadnd z vybranych

sloucenin.
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Obr. 11: Histogram porovnavajici propustnost CNS pro 1éCiva

Metabolismus

Donepezil mize byt substrastem CYP3A4 a také mize byt inhibitorem CYP1A2,
CYP2D6 a CYP3A4. U Igciv rivastigmin a memantin je velmi pravdépodobné, ze
budou inhibitory CYP1A2. Galantamin a risperidon budou pravdépodobné substraty
CYP3AA4. Posledni zastupce olanzapin mize byt substratem CYP3 A4 a také inhibitorem
CYP1A2.

Exkrece

U z&dného z vybranych 1é¢iv neni pravdépodobné, Ze by bylo substratem renalniho
OCT2.

Histogram na Obr. 12 porovnava celkovou clearanci 1é¢iv. Nejvyssi hodnotu
celkové clearance ma donepezil, coz znamend, ze k eliminaci tohoto léCiva dochazi

vV

nejrychleji, nejnizsi clearanci ma memantin.

Celkova clearance

0.036

1
i
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0.6
?0}
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Donepezil Galantamin Memantin Olanzapn Risperidon Rivastigmin
Lécivo

Obr. 12: Histogram porovnavajici celkovou clearanci jednotlivych 1é¢iv

Toxicita

Donepezil, galantamin, risperidon a olanzapin mohou byt inhibitory hERG II, zadny
zastupce pravdépodobné nebude inhibitorem hERG I. AMES toxicita byla prokazana
pouze u léciva olanzapin. Mezi hepatotoxické lé¢iva miZeme zahrnout donepezil,

galantamin, risperidon a olanzapin. KoZni senzibilace se muize projevit pfi podani
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memantinu. VsSechna léCiva jsou toxicka pro bakterii T.Pyriformis, to znamena, ze

omezi jej

i proliferaci na polovinu slepého pokusu. Nejnizs$i davka IéCiva, pii které

muizeme pozorovat vedlejsi ucinky (LOAEL), byla predikovana pro memantin, nejvyssi

pro galantamin.

Maximalni tolerovana davka jednotlivych 1é¢iv je zndzornéna na Obr. 13.

Hodnoty
davku. G

mensi nebo rovny 0,477 jsou povazovany za nizkou maximalni tolerovanou
alantamin a risperidon maji tedy nizkou hodnotu maximalni tolerované davky.

Ostatni 1é¢iva maji vysokou hodnotu maximalni tolerované davky.

Maximalni tolerovana davka

log mg/kg/den
- o
(%3]

1,137
0,632 0,6 0,585
- _—-—-0'264
-0,073
Donepezl Galantamin Merrantin Olanzapin Fisperidon Rivastigmin
Lécivo

Obr. 13: Histogram znazorfujici hodnoty maximalni tolerované davky jednotlivych

1é¢iv

Obr. 14 porovnava hodnoty LDS50. Nejvyssi hodnotu, ktera je potieba

k usmrceni 50% zivoCich, ma risperidon s hodnotou 2,887, nejniz$i hodnotu
galantamin — 2,457.
LD50
3,0
y 2,887
" 2,9 2,855
< 2,8
£ 27
%1- 2,6 2,543
= 25 2,465 2,457 2,468 -
2,4 e [ e
Donepeal Galantamn Menmantin Olanzapin Rispendon Fivastigmin
Lécivo
Obr. 14: Histogram porovnavajici LD50 v§ech zastupci 1é¢iv
Davky 1é¢iv, které usmrti 50% vybraného druhu ryb, jsou znazornény na Obr.
15. Hodnoty LC50 mensi nez -0,3 jsou povazovany za vysoce toxické. Mezi takové

slouceniny patii donepezil. Ostatni slouc¢eniny nepatii mezi vysoce toxicke.
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Toxicita pro ryby
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Obr. 15: Histogram znazornujici hodnoty davek 1é¢iv, které vykazuji toxicitu pro ryby

4.4  Vyskyt SNP v jednotlivych genech

V Tab. 2 jsou pro jednotlivé geny zpracovany pocty vyskytia SNP, u kterych bylo
prokazano, ze ovliviiuji G¢inek 6 vybranych zastupci lé¢iv Alzheimerovy choroby. Tyto
udaje jsou porovnany také s tabulkami ucinka 1é¢iv pro jednotlivé zastupce (Tab. 5,

Tab. 6, Tab. 7, Tab. 8, Tab. 9, Tab. 10).

Nejvice jednonukleotidovych polymorfismii se objevuje v genu CHAT,
konkrétn¢ 46 pripadi. V nejvétsi mife jsou tyto mutace davany do souvislosti
s ovlivnénim farmakokinetiky 1éku donepezil a galantamin, u donepezilu tvoii SNP
vgenu CHAT 53,66% a u galantaminu 70% vSech vyskyta SNP, davanych do
souvislosti s rozdilnymi G¢inky 1ékd. Deset ptipadt jednonukleotidovych polymorfismi
je zaznamenano v genech CYP2D6 - vSechny u 1éCiva risperidon a DRD2 - u 1é¢iv
risperidon a olanzapin, devét piipadt v genu ABCBL u IéCiv risperidon, olanzapin a
galantamin. SNP v genu CYP3A4 jsou nalezeny v 7 piipadech, konkrétné¢ u 1éCiv
donepezil, galantamin, risperidon a olanzapin, 6 piipadt se objevuje v genech SLC1A1
- léciva risperidon a olanzapin a SLC5A7 - pro lé¢iva galantamin a donepezil.
Jednonukleotidové polymorfismy v genu NRI1I2 existuji v5 piipadech a ovliviiuji
pouze 1ék memantin, v genech BCHE a COMT ovliviiuji kinetiku donepezilu,
rivastigminu, memantinu a risperidonu. Ctyfi pfipady jsou prokazany v genech CNR1,
LEP a SV2C, pro léciva risperidon a olanzapin. Tti ptipady v genu CHRNA7 u 1é€iv
donepezil, galantamin a rivastigmin, DRD3 u olanzapinu a risperidonu, FTO u
risperidonu, HTR2C u olanzapinu, PRKCE u donepezilu, galantaminu a rivastigminu a
RGS4 u risperidonu. V ostatnich genech se objevuji SNP pouze v jednom nebo dvou

ptipadech, naptiklad SNP v genu CYP1A2 u lé¢iva olanzapin.
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Tab. 2: Geny s vyskytem jednonukleotidovych polymorfismt ovliviiujicich ucinek
vybranych 1é¢iv (souhrn pro vSechna léciva)

Gen Pocet SNP Gen Pocet SNP Gen Pocet SNP
CHAT 46 PRKCE 3 AKT1 1
CYP2D6 10 RGS4 3 ANK1 1
DRD2 10 ACHE 2 ANKK1 1
ABCB1 9 BDNF 2 CYP3A5 1
CYP3A4 7 CCL2 2 EIF2AK4 1
SLC1A1 6 CYP1A2 2 FMO3 1
SLC5A7 6 FAAH 2 GIPR 1
BCHE 5 GNB3 2 GRIN2B 1
COMT 5 GRM3 2 GSTM3 1
NR1I2 5 HRH3 2 GSTP1 1
CNR1 4 HTR2A 2 NPAS3 1
LEP 4 MC4R 2 PPARG 1
SvaC 4 PLAGL1 2 SLC26A9 1
CHRNAY 3 POR 2 TMEFF2 1
DRD3 3 ADRB2 1 UGT1A4 1
FTO 3 ADRB3 1
HTR2C 3 AGAP1 1

4.5  Shrnuti a diskuze vysledki

K porovnani vlastnosti 1é¢iv, uréenych K 1é¢b¢ Alzheimerovy choroby, byly pouzity
lIéky donepezil, rivastigmin a galantamin ze skupiny kognitiv, olanzapin a risperidon ze
skupiny antipsychotik a jako posledni 1ék memantin, ktery se osvéd¢il pii 1é¢bé

zavaznych forem demenci.

Pti ADMET profilingu byly predikovany hodnoty, pomoci kterych byly
porovnavany vlastnosti a u€inky 1éCiv pti absorpci, distribuci, metabolismu a exkreci,
tedy pochodd, které nastavaji po podani Ié¢iva do organismu. U 1é¢iv byly hodnoceny
taky jejich toxické vlastnosti. Predikce ADMET vlastnosti 1é¢iv umoziuje vyloucit

rizika farmakoterapie a pifedchazi komplikacim s uzivanou medikaci.

Bylo zjisténo, Ze stievni absorpce pro vSechna 1é€iva je vyssi nez 90%, jedna se
tedy o slouceniny v téle dobie vstiebatelné, nejvyssi hodnotu ma donepezil, ktery je
vSak nejhtife rozpustny ve vodé. VSechna léciva s vyjimkou memantinu jsou také dobie

prostupna kizi a maji vysokou Caco-2 permeabilitu.

Pti distribuci bylo prokézano, ze nejvyssi pocet nevazanych frakci ma lécivo

rivastigmin, coZ znamena, Ze rychleji prostupuje bunéénymi membranami, coz mize
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ovlivnit jeho uc¢inek (rychleji se dostava k cilovym organiim). Jako 1ék nejlépe
prostupny hematoencefalickou bariérou byl vyhodnocen olanzapin, nejlépe se tedy
distribuuje mezi mozkovou tkani a krvi. Olanzapin spolu s donepezilem patii také mezi

lé¢iva nejlépe prostupné CNS.

Pro metabolismus bylo predikovano, ze donepezil mize byt substratem CYP3A4
a také mize byt inhibitorem CYP1A2, CYP2D6 a CYP3A4. U Iléciv rivastigmin a
memantin je velmi pravdépodobné, ze budou inhibitory CYP1A2. Galantamin a
risperidon budou pravdépodobné substraty CYP3 A4. Posledni zastupce olanzapin muize
byt substratem CYP3A4 a také inhibitorem CYP1A2. Pfi inhibici enzymil cytochromu

P450 se zpomaluje metabolismus a miize dojit k predavkovani l1é¢ivem.

Nejvyssi celkovou clearanci ma 1é¢ivo donepezil, coZz znamend, ze je v téle

nejrychleji eliminovano. Nejpomaleji je eliminovan 1€k memantin.

Mezi hepatotoxickd 1éCiva, ktera mohou vyvolat zménu, jez narusi normalni
funkci jater, miZzeme zahrnout donepezil, galantamin, risperidon a olanzapin. KoZni
senzibilace a drazdivost se muZe projevit pfi podani memantinu. Ames toxicitu
stanoveny pro lé¢iva galantamin a risperidon. Nejvys$s§i hodnotu LD50 ma 1é¢ivo
risperidon, je tedy zapotiebi nejvyssi davka, aby doSlo k usmrceni 50% ZivocCichi. Pii

predikovani hodnot LC50 bylo zjisténo, ze 1ék donepezil patii mezi vysoce toxické.

Dle predikovanych ADMET vlastnosti mize byt nevyhodné K 1é¢be
Alzheimerovy choroby pouzit Ié¢ivo memantin, protozZe je Spatné prostupné kizi, muze
vyvolat koZni senzibilaci a drazdivost a také je v organismu nejpomaleji eliminovano.
Spatné vlastnosti vykazuje také 16¢ivo donepezil, které je z hlediska LC50 vysoce
toxické a také je u n€ pravdépodobné zplsobeni hepatotoxického poskozeni.
Hepatotoxicitu muze zpusobit také uzivani 1éka galantamin, risperidon a olanzapin.
S témito komplikacemi je tieba pocitat a sledovat ptipadné jaterni poskozeni jak
Vv pribéhu 1écby, tak také po jejim ukonceni. Nejvyssi pocet nevazanych frakci byl
predikovan pro risperidon, proto u néj lze predpokladat ovlivnéni €inku 1é¢by, protoze
bude rychleji distribuovan. Naopak vyhodné muze byt k lécbe¢ choroby pouziti
rivastigminu.

Z hlediska ovlivnéni U¢inku 1éku vyskytem SNP v genu se jevi jako
nejvyhodnéjsi pouziti léku memantin, u kterého se objevuji jednonukleotidové
polymorfismy pouze ve dvou genech - BCHE a NR112, pro kazdy gen jen jeden pfipad.

Naopak nevyhodné muze byt k 1é€bé Alzheimerovy choroby pouziti 1éku donepezil a
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galantamin, protoze v genu CHAT se vyskytuje u donepezilu hned 22 a u galantaminu
21 jednonukleotidovych polymorfismi, které mohou ovlivnit jejich 1écebny ucinek. Dle
klinickych anotaci ma nejvice zaznami ovlivnéni uclinku 1é¢by vyskytem
jednonukleotidovych polymorfismi 1ék olanzapin (61 zdznamt) a 1ék risperidon (46
zaznamu), proto by mohlo byt pouziti téchto léCiv bez znalosti genotypu jedince

rizikové.
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ZAVER
Cilem bakalai'ské prace bylo seznamit se S podstatou védniho oboru farmakogenomika,
s jednonukleotidovymi polymorfismy a metodami jejich mapovani, charakterizovat

Alzheimerovu chorobu a popsat G¢inky 1é¢iv pouzivanych k 1é¢bé této choroby, provést
ADMET profiling téchto 1é¢iv a data statisticky zpracovat a vyhodnotit.

Byl charakterizovan védni obor farmakogenomika, popsany vyhody a nevyhody
tohoto oboru a vliv na farmakokinetiku. Jako zakladni metody pro mapovani SNP byly
popsany metody PCR, PCR-RFLP, sekvenovani a DNA ¢ipy.

Ke srovnani ucinkl 1é¢iv Alzheimerovy choroby bylo vybrano Sest zastupcti —
rivastigmin, donepezil, memantin, galantamin, risperidon a olanzapin. Tato 1é¢iva byla
obecné charakterizovana, byly popsany jejich metabolické uc¢inky, davkovani, uvedeny
piiklady genti s mutacemi, které jsou pti¢inou rozdilné odpovédi organismu na podané

1é¢ivo u raznych pacientl 1 nezadouci G€inky uzivani.

V praktické casti bakalatské prace byl proveden ADMET profiling vybranych
zéastupcl 1€¢iv Alzheimerovy choroby. Byly zpracovany predikované hodnoty, které

hraji diilezitou roli pti vybéru vhodné farmakoterapie.

Vsech 6 vybranych zastupci patii k Castym medikamentim k 1écbé
Alzheimerovy choroby. Nelze piesné uréit, ktera IéCiva jsou k1é¢bé choroby
nejvyhodnéjsi, protoze zde hraje roli mnoho rtznych faktorti. Dle predikovanych
ADMET hodnot by byla pravdépodobné nejvyhodnéjsi 1é¢ba rivastigminem. Nejvice
piipadti ovlivnéni 1éEby vyskytem jednonukleotidovych polymorfismt se vyskytuje u
lIéciv olanzapin a risperidon, proto by mohlo byt jejich pouziti nejméné vyhodné a
rizikové.

Pro zpracovani a vyhodnoceni dat byl pouzit software KNIME s uzivatelsky
pfijemnym grafickym rozhranim, jehoZz pfednosti je moznost propojeni s jinymi jazyky
a programy (Matlab, R) a také moznosti rozSifeni v riznych oblastech
(chemoinformatika, bioinformatika, biochemie). Vytvoifené workflow by mohlo byt

ptinosné také pro dalsi uzivatele s potiebou statistického vyhodnoceni dat.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC
ADMET

APOE
APP
BBB
DNA
FAD

hERG
InChl

LC50
LD50

LOAEL

MRTD

NMDA

PCR

pkCSM

RFLP

SMILES

SNP

VDss

transportni protein (ATP-binding cassette)

absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece (absorption, distribution,
metabolism, excretion, toxicita)

apolipoprotein E

amyloidni prekursorovy protein

hematoencefalicka bariéra (blood-brain barrier)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

familidrni Alzheimerova choroba (familial Alzheimer’s disease)

lidsky gen (the human Ether-a-go-go-Related Gene)

mezinarodni chemicky identifikator (International Chemical Identifier)
letalni koncentrace (lethal concentration)
letalni davka (lethal dose)

nejniz§i aroven pozorovaného neptiznivého uéinku (lowest-observed-
adverse-effect level)

maximalni doporucena terapeuticka davka (maximum recommended
therapeutic dose)

N-methyl-D-asparat
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

predikce farmakokinetickych vlastnosti malych molekul s pouzitim
piiznaka grafi (predicting small-molecule pharmacokinetic properties
using graph-based signatures)

polymorfismus délky restrikénich fragmentl (Restriction Fragment
Length Polymorphism)

zjednoduSend molekularni specifikace vstupu (Simplified Molecular

Input Entry Specification)
jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

distribuéni objem v rovnovazném stavu (distribution volume at steady
state)
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PREHLED AMINOKYSELIN

Tab. 3: Piehled zakladnich proteinogennich aminokyselin

U C A G
UUU | fenylalanin | UCU serin UAU tyrosin UGU | cystein
UUC | fenylalanin | UCC serin UAC tyrosin UGC | cystein
’ UUA leucin UCA serin UAA stop UGA stop
UuG leucin UCG serin UAG stop UGG | tryptofan
Cuu leucin CCuU prolin CAU histidin CGU | arginin
CucC leucin CCC prolin CAC histidin CGC | arginin
- CUA leucin CCA prolin CAA glutamin CGA | arginin
CUG leucin CCG prolin CAG glutamin CGG | arginin
AUU izoleucin ACU | threonin | AAU | asparagin | AGU serin
AUC izoleucin ACC | threonin | AAC | asparagin | AGC serin
A AUA izoleucin ACA | threonin | AAA lysin AGA | arginin
AUG | methionin | ACG | threonin | AAG lysin AGG | arginin
GUU valin GCU alanin GAU Kys. GGU glycin
GuUC valin GeC | alanin | GAC | PAEVE | oo | qivein
© GUA valin GCA alanin GAA Kys. GGA glycin
GUG valin_ | GCG | alanin | GAG | SV | oag | giycin

48




CHEMICKE STRUKTURY LECIV
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Tab. 4: Piehled linearnich zapist strukturniho vzorce

Donepezil InChl Key ADEBPBSSDYVVLD-FQEVSTJZSA-N
SMILES COclcc2C[C@H](CC3CCN(Cc4cceecd)CC3)C(=0)c2cc10C
Rivastigmin InChl Key AIHREYCBCYOMLZ-UHFFFAOYSA-N
SMILES CC(N(C)C)clccec(OC(=0)N(C)C)cl
Galantamin InChl Key ASUTZQLVASHGKV-JDFRZJQESA-N
SMILES COclccc2CN(C)CC[C@@]34C=C[C@H](O)C[C@@H]30clc24
Memantin InChl Key BUGYDGFZZ0OZRHP-UHFFFAOYSA-N
SMILES CC12CC3CC(C)(C1)CC(N)(C3)C2
Risperidon InChl Key WDNMHZRFIIOXOD-UHFFFAOYSA-N
SMILES Cclnc2CCCCn2¢(=0)c1CCNICCC(CCL)CINOc2¢cc(F)eec12
Olanzapin InChl Key WXPNDRBBWZMPQG-UHFFFAOYSA-N
SMILES CN1CCN(CC1)C1=c2cc(C)sc2=Nc2ccccc2N1

SNP OVLIVNUJICI UCINEK LECIV

Donepezil
Tab. 5: Mutace v genech ovliviujici a¢inky donepezilu

Oznaceni Substituce Aminokyselinova
Gen SNP nukleotidu Typ mutace | translace
ABCBL1 | rs1045642 A>T synonymni lle1145lle
POR rs1057868 C>T nesynonymni | Ala503Val
CHAT rs10776586 T>C intronové -
CHAT rs11101187 C>T intronové -
CHAT rs11101192 G>A intronové -
CHAT rs11101193 G>T intronové -
ABCB1 | rs1128503 A>G synonymni Gly412Gly
SLC5A7 | rs11685873 G>A - -
CHAT | rs12246528 G>A intronové -
CHAT | rs12264845 A>C intronové -
CHAT | rs12266458 C>T intronové -
BCHE rs1355534 T>C intronové -
NR1I12 | rs1523130 T>C 5‘°UTR -
BCHE rs1803274 C>T nesynonymni | Ala567Thr
CHAT rs1917818 T>G intronové -
ABCB1 | rs2032582 A>T nesynonymni | Ser893Ala
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https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11101187
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11101192
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11101193
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11685873
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs12246528
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs12264845
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs12266458
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs1523130
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs1917818

Oznaceni Substituce Aminokyselinova
Gen SNP nukleotid Typ mutace | 4angjace
CHAT rs2177369 G>A intronové -
CHAT rs2177370 A>G intronové -
NR1I2 rs2472677 C>T intronové -
ACHE rs2571598 C>T intronové -
CYP3A4 | rs2740574 C>T 5‘flanking -
CYP3A4 | rs35599367 G>A intronové -
CHAT rs3793790 G>A intronové -
CHAT rs3793791 C>T intronové -
CHAT rs3793797 C>T intronové -
CHAT rs3793798 T>A intronové -
CHAT rs3793800 A>G intronové -
CHAT rs3793801 C>T synonymni -
CHAT rs3810950 G>A nesynonymni | -
CYP3A4 | rs4646437 G>A intronové -
CHAT rs4838391 C>T intronové -
CHAT rs4838392 A>G intronové -
CHRNAY | rs6494223 C>T intronové -
SLC5A7 | rs6542746 C>T - -
SLC5A7 | rs6720783 T>G - -
PRKCE rs6720975 T>C intronové -
CHAT rs7076926 C>T intronové -
CHAT rs7094248 C>G intronové -
CHAT rs7094421 A>G intronové -
NR1I2 rs7643645 A>G intronové -
CYP3A5 | rs776746 T>C intronové -
ABCB1 rs1045642 A>SG synonymni lle1145lle
Rivastigmin

Tab. 6: Mutace v genech ovliviujici u¢inky rivastigminu

Gen Oznaceni Substituce Mutace Aminokyselinova

SNP nukleotidi translace
BCHE rs1355534 T>C intronové -
BCHE rs1803274 C>T nesynonymni | Ala567Thr
CHAT rs2177369 G>A intronové -
ACHE rs2571598 C>T intronové -
CHRNA7 | rs6494223 C>T intronové -
PRKCE rs6720975 T>C intronové -
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https://www.pharmgkb.org/rsid/rs2740574
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs6720783
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs7076926

Galantamin

Tab. 7: Mutace v genech ovliviujici G¢inky galantaminu

Gen Oznaéeni Substituce Mutace Aminokyselinova
SNP nukleotid translace

ABCB1 | rs1045642 ﬁzg synonymni | /1€1145lle
POR rs1057868 C>T nesynonymni | Ala503Val
CHAT rs10776586 T>C intronové -

CHAT rs11101187 C>T intronové -

CHAT rs11101192 G>A intronové -

CHAT rs11101193 G>T intronové -

SLC5A7 | rs11685873 G>A - -

CHAT rs12246528 G>A intronové -

CHAT rs12264845 A>C intronové -

CHAT rs12266458 C>T intronové -

CHAT rs1917818 T>G intronové -

ABCB1 rs2032582 ﬁz'cl': nesynonymni gi:ggg;?;
CHAT rs2177370 A>G intronové -
CYP3A4 | rs35599367 G>A intronové -

CHAT rs3793790 G>A intronové -

CHAT rs3793791 C>T intronové -

CHAT rs3793797 C>T intronové -

CHAT rs3793798 T>A intronové -

CHAT rs3793800 A>G intronové -

CHAT rs3793801 C>T synonymni -

CHAT rs3810950 G>A nesynonymni | -
CYP3A4 | rs4646437 G>A intronové -

CHAT rs4838391 C>T intronové -

CHAT rs4838392 A>G intronové -

SLC5A7 | rs6542746 C>T - -

SLC5A7 | rs6720783 T>G - -
CHRNA7 | rs6494223 C>T intronové -

PRKCE rs6720975 T>C intronové -

CHAT rs7076926 C>T intronové -

CHAT rs7094248 C>G intronové -

CHAT rs7094421 A>SG intronové -
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https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11101187
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11101192
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11101193
https://www.pharmgkb.org/rsid/rs11685873
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Memantin

Tab. 8: Mutace v genech ovliviiujici G¢inky memantinu

Gen Oznadeni Substituce Mutace Aminokyselinova
SNP nukleotidi translace

NR112 | rs1523130 T>C 5‘UTR -
BCHE | rs1803274 C>T nesynonymni | Ala567Thr
Risperidon

Tab. 9: Mutace v genech ovliviiujici G¢inky risperidonu
Gen Oznaceni Substituce Mutace Aminokyselinova

SNP nukleotidi traslace

LEP rs10244329 A>T intronové -
ADRB2 | rs1042713 G>A nesynonymni | Argl6Gly
ABCB1 | rs1045642 A>T synonymni Ile1145lle
CNR1 rs1049353 C>T synonymni Thr453Thr
SvaC rs10514062 T>A - -
CYP2D6 | rs1065852 G>A 5‘Flanking Pro34Ser
RGS4 rs10917670 C>T - -
FTO rs1121980 G>A intronové -
ABCB1 | rs1128503 A>G synonymni Gly412Gly
MC4R rs11872992 G>A 5‘Flanking -
LEP rs12706832 A>SG intronové -
NPAS3 rs1315115 G>A intronové -
FTO rs1421085 T>C intronové -
DRD3 rsl67771 G>A intronové -
CYP2D6 | rs16947 G>A nesynonymni | Argl96Cys
ANK1 rs1800497 G>A nesynonymni | Glu716Lys
DRD2 rs1801028 G>C nesynonymni | Ser282Cys
GRIN2B | rs1806201 G>A synonymni Thr888Thr
AGAP1 | rs1869295 G>C intronové -
COMT rs2020917 C>T intronové -
ABCBL |rs2032582 |l nesynonymni gg;gggﬁf‘r
LEP rs2071045 T>C intronové -
SLC1Al1 | rs2228622 G>A synonymni Thrl138Thr
GRM3 rs2299214 C>T intronové -
EIF2AK4 | rs2412459 C>T intronové -
AKT1 rs2494732 T>C intronové -
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Gen Oznadeni Substituce Mutace Aminokyselinova
SNP nukleotidii traslace

RGS4 rs2661319 T>C intronové -
Thr107Asn

CYP2D6 | 528371706 | G2 5*doprovodné Thrlm”?
Thr107His
Thr107GIn

CYP2D6 | rs28371725 C>T nesynonymni | Glu242Lys

RGS4 rs2842030 G>T intronové -

CCL2 rs2857657 G>C intronové -

FAAH rs324420 C>A nesynonymni | Pro129Thr

CYP2D6 | rs35742686 T>_ posunova Argl59Gly

TMEFF2 | rs3738883 >G intronové -

SLC1A1 | rs3780412 T>C intronové -

SLC1A1 | rs3780413 C>G intronové -

HRH3 | rs3787430 C>T synonymni | Pro326Pro

CYP2D6 | rs3892097 C>T akceptor -

DRD2 rs4436578 C>T intronové -

CCL2 rs4586 T>C synonymni Cys35Cys

COMT rs4633 C>T synonymni His62His

CYP3A4 | rs4646437 G>A intronové -

COMT | rs4680 G>A nesynonymni | Val158Met

CYP2D6 | $5030656 gl¥ Z TTC nesynonymni | ~

CYP2D6 | rs5030655 A> posunova Val52Gly

GNB3 rs5443 C>T synonymni Ser275Ser

CYP2D6 | rs59421388 | C>T 3°UTR xz:gg;mt
Arg36His

CYP2D6 | rs61736512 | C>T nesynonymni | arq36)|e
Ara36Met

BDNF rs6265 C>T nesynonymni | Val66Met

DRD3 rs6280 C>T nesynonymni | Gly9Ser

HTR2A | rs6313 G>A intronové Ser34Ser

FTO rs6499640 G>A intronové -

sv2C rs6882321 A>C intronové -

GRM3 rs724226 A>SG intronové -

NR1I2 rs7643645 A>SG intronové -

CNR1 rs806377 T>C intronové -

CNR1 rs806378 C>T intronové -

MC4R rs8087522 G>A 5 Flanking -

COMT rs933271 T>C intronové -

COMT rs9606186 C>G intronové -

HRH3 rs3787429 C>T synonymni Ser332Ser
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Olanzapin

Tab. 10: Mutace v genech ovliviujici u¢inky olanzapinu

Gen Oznadeni Substituce Mutace Aminokyselinova
SNP nukleotidu translace

GIPR rs10423928 T>A intronové -

ABCB1 | rs1045642 ﬁzg synonymni | /1€1145lle

CNR1 rs1049353 C>T synonymni Thr453Thr

DRD2 rs1079598 A>G intronové -

SLC26A9 | rs11240594 G>A intronové -

DRD2 rs1124493 T>G intronové -

SvaC rs11960832 C>T intronové -

HTR2C | rs1414334 C>G intronové -

GSTP1 rs1695 A>G nesynonymni | 1le105Val

GSTM3 | rs1799735 C>CCT intronové -

ANKK1 | rs1800497 G>A nesynonymni | Glu713Lys

DRD2 rs1801028 G>C nesynonymni | Ser282Cys

PPARG rs1801282 C>G intronové Prol2Ala

CHAT rs1880676 G>A intronové Asp7Asn

Sv2C rs1995381 A>G intronové -

UGT1A4 | rs2011425 T>G intronové Leud8Val

CYP1A2 | rs2069526 T>G intronové -

SLC1Al | rs2228622 G>A synonymni Thr138Thr

PLAGL1 | rs2247408 T>C intronové -

FMO3 rs2266780 A>G nesynonymni | Glu308Gly

DRD2 rs2440390 T>C intronové -

HTR2C rs2497538 A>C intronové -

CYP3A4 | rs2572023 A>G nesynonymni | [l€77Thr

DRD2 rs2734841 A>C intronové -

FAAH rs324420 C>A nesynonymni | Pro129Thr

SLC1Al | rs3780412 T>C intronové -

SLC1Al | rs3780413 C>G intronové -

CHAT rs3810950 G>A nesynonymni | Alal20Thr

PLAGL1 | rs3819811 A>G intronové -

DRD2 rs4436578 C>T intronové -

CYP1A2 | rs4646425 C>T intronové -

LEP rs4731426 G>C intronové -

ADRB3 rs4994 A>G nesynonymni | Trp64Arg

GNB3 rs5443 C>T synonymni Ser275Ser

BDNF rs6265 C>T nesynonymni | Val66Met

DRD2 rs6275 A>G synonymni His284His

DRD2 rs6277 G>A synonymni Pro290Pro

DRD3 rs6280 C>T nesynonymni | Gly9Ser

HTR2A | rs6313 G>A intronové Ser34Ser

HTR2C rs6318 C>G intronové Cys23Ser
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